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Procede pour la determination d'antibiotiques a noyau p-lactame dans un liquide 
biologique. 

La presente invention se rapporte a de nouveaux procedes rapides et 
5 sensibles pour la determination d'antibiotiques a noyau p-lactame dans un liquide 
biologique utilisant un recepteur sensible aux antibiotiques a noyau p-lactame de 
Bacillus licheniformis . Elle se rapporte egalement a des kits pour la mise en oeuvre 
de ces procedes. 

A ltieure actuelle, les antibiotiques sont tres largement utilises non 
10 seulement comme agents therapeutiques dans le traitement des maladies 

infectieuses provoquees par les bacteries, mais egalement comme agents de 
conservation des aliments et comme additifs dans la nourriture des animaux pour 
stimuler la croissance. La necessite se fait done de plus en plus sentir de pouvoir 
detecter la presence d'antibiotiques, meme en tres faibles concentrations, dans des 
15 liquides biologiques complexes, comme le lait, 1 'urine, le sang, le serum, la salive, 
les extraits de viande, les liquides de fermentation, ou dans des milieux aqueux 
tamponnes. 

Le cas de la production de lait en est un exemple. II est bien connu en effet 
d'utiliser des antibiotiques pour traiter certaines maladies infectieuses du betail 

20 producteur de lait. 

Or, pour des raisons medicales evidentes, le lait destine a la consommation 
humaine doit, en principe, etre exempt de toute trace d'antibiotiques. Par ailleurs, 
des concentrations en penicilline de 0,005 U.I. /ml ou moins peuvent avoir des , 
incidences nefastes lors de la fabrication de produits derives du lait comme le 

25 fromage, le yaourt, etc. 

Plusieurs situations peuvent etre envisagees. Dans un premier cas, par 
exemple pour detecter la presence d'antibiotiques a la ferme avant de transvaser 
dans un camion, la priorite sera donnee a un test extremement rapide (inferieur a 5 
minutes) et simple. On peut egalement envisager d'utiliser un tel test rapide lorsque 

30 par exemple 1'antibiotique qui a ete utilise pour le traitement est connu et que par 
ailleurs ce test permet la detection de l'antibiotique en question a la norme legale. 
Dans le deuxieme cas, lorsque l'accent n'est pas mis sur la rapidite, l'importance 
est de detecter la majorite, si pas tous les antibiotiques aux normes legates. 

La legislation de certains pays impose en effet des normes de qualite bien 

35 precises. Par exemple, les autorites americaines exigent que les concentrations dans 
le lait des six antibiotiques suivants ne depassent pas des valeurs bien precises : 
penicilline, 5 ppb; ampicilline, 10 ppb; amoxicilline, 10 ppb; cloxacilline, 10 ppb; 
cephapirine, 20 ppb; ceftiofur, 50 ppb. LUnion Europeenne impose, elle aussi, des 
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normes de qualite: penicilline 4 ppb; amoxicilline 4 ppb; ampicilline 4 ppb; 
cloxacilline 30 ppb; dicloxacilline 30 ppb; oxacilline 30 ppb; cephapirine 10 ppb; 
ceftiofur 100 ppb: cefquinone 20 ppb; nafcilline 30 ppb; cefazoline 50 ppb. 

II pourrait done etre interessant de disposer d'un test qui permettrait de 
5 detecter la majorite des antibiotiques. Par ailleurs, au niveau de 1'industrie laitiere, 
on peut considerer qu'a defaut d'avoir un test presentant toutes les caracteristiques 
de rapidite, de sensibilite et de simplicity un test qui permettrait d'allier au mieux 
ces trois parametres, meme s'ils ne sont pas totalement couverts, serait interessant. 
Differents types de tests ont deja ete proposes pour la detection 
10 d 'antibiotiques a noyau p-lactame dans un liquide biologique. Ces tests utilisent 
generalement des methodes de detection faisant appel a un agent de 
reconnaissance (recepteur ou anticorps) qui reconnait specifiquement l'antibiotique 
ou un analogue de cet antibiotique, et a un agent de marquage (radioelement, 
enzyme, agent fluorescent, etc.). En fonction des elements choisis, on parlera de 
15 radio immuno essai (RIA), de radio recepteur essai (RRA), d 'enzyme immuno essai 
(EIA) etc. Dans leur principe general, ces tests font appel a la combinaison 
minimale des deux elements precites qui permettra d'obtenir un resultat dont la 
valeur est une indication de la quantite d 'antibiotique present. 

II convient de remarquer qu'en fonction de la methode de detection choisie, 
20 Fagent de marquage peut etre couple soit a l'agent de reconnaissance soit a 

Tantibiotique ou a une substance analogue de l'antibiotique du point de vue de sa 
reconnaissance par Tagent de reconnaissance. II existe egalement des procedes 
dans lesquels Tagent de reconnaissance ou Tantibiotique ou la substance analogue 
de Tantibiotique contient intrinsequement Tagent de marquage (par exemple un 
25 antibiotique marque radioactivement) . 

Le brevet US 4.239.852 decrit un procede microbiologique pour la detection 
d'antibiotiques a noyau p-lactame dans le lait. Selon ce procede, Techantillon de 
lait est incube, d'une part, en presence de parties de cellules d'un micro-organisme 
tres sensible aux antibiotiques, en particulier Bacillus s tearothermophilus, et, 
30 d'autre part, en presence d'un antibiotique marque par un element radioactif ou par 
une enzyme. L'incubation est menee dans des conditions permettant aux 
antibiotiques eventuellement presents dans Techantillon et a Tantibiotique marque 
de se lier aux parties de cellules. 

Apres incubation, les parties de cellules sont separees du melange, puis 
35 lavees. Ensuite, la quantite d'antibiotique marque lie aux parties de cellules est 

determinee et comparee a un standard. La quantite d'antibiotique marque lie aux 
parties de cellules est inversement proportionnelle a la concentration d'antibiotique 
present dans Techantillon de lait analyse. 
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Ce procede requiert des manipulations relativement delicate s, notamment 
lors de la separation des parties de cellules du melange. En outre, dans sa version 
la plus sensible, permettant de detecter la penicilline G jusqu'a 0,01 U.I. /ml, voire 
meme 0,001 U.I. /ml de lait, ce procede utilise un antibiotique marque par un 
5 element radioactif ( 14 C ou 125 I). Dans ce cas, la determination de la quantite 
d 'antibiotique eventuellement present dans le lait necessite d'avoir recours a un 
appareil special, comme par exemple un compteur a scintillation. De plus, la 
manipulation de produits radioactifs, meme en tres faibles quantites n'est pas 
totalement exempte de danger pour la personne qui effectue 1 analyse. 

10 La demande de brevet europeen 593. 112 decrit une autre methode 

permettant la detection d 'antibiotique s dans le lait. Cette methode utilise une 
proteine isolee a partir d'un microorganisme sensible aux antibiotique s, tel que 
Bacillus stearothermophilus . Cette proteine est en outre marquee par une enzyme 
telle qu'une peroxydase. 

15 Le test procede de la maniere suivante: un echantillon de lait est incube 

dans un tube en presence de la proteine marquee; apres incubation, le lait est 
transfere dans un second tube sur les parois duquel un antibiotique de reference a 
ete immobilise; on procede a une seconde incubation, puis le contenu du tube est 
elimine; les parois de ce second tube sont lavees trois fois au moyen d'une solution 

20 de lavage, qui est elle-meme eliminee, puis les residus presents dans le second tube 
sont transfere s sur un papier absorbant; on ajoute alors un substrat colorant dans 
le second tube qui est incube une nouvelle fois, puis on ajoute une solution 
arretant le developpement de la couleur; la coloration du tube est comparee a la 
coloration d'un test identique effectue parallelement sur un echantillon standard 

25 d'antibiotique. La quantite de proteine marquee immobilisee sur le support, et 
done, l'intensite de la coloration, est inversement proportionnelle a la quantite 
d'antibiotique present dans l'echantillon de lait analyse. 

Selon 1'exemple 1 de cette demande de brevet, ce test permet de detecter la 
penicilline G jusqu'a des concentrations de l'ordre de 5 ppb et permet la detection 

30 de l'amoxicilline (5 ppb), de l'ampicilline (10 ppb), de la cephapirine (5 ppb) et du 
ceftiofur (5 ppb). Ce test ne permet pas de detecter la penicilline, l'amoxicilline et 
l'ampicilline aux normes fixees par les reglementations europeennes et, par ailleurs, 
ce test est extremement complexe; il ne repond pas entierement aux criteres de 
sensibilite et de simplicite recherches dans le contexte de la presente invention. 

35 On connait egalement d'autres types de procedes enzymatiques permettant 

de determiner de faibles concentrations d'antibiotiques dans le lait (J.M. FRERE et 
al., Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 18(4), 506-510 (1980) ainsi que les 
brevets EP 85.667 et EP 468.946) qui sont bases sur l'utilisation d'une enzyme 
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specifique, en l'occurrence, la D-alanyl-D -alanine -carboxy peptidase exocellulaire 
soluble, qui est produite par Actinomadura R39 (ci-apres designee "enzyme R39"). 
L'enzyme R39 possede une activite specifique dlrydrolyse des groupements 
D-alanyl-D-alanine de divers peptides et est egalement capable dTiydrolyser des 
5 thioesters particuliers. 

En outre, l'enzyme R39 reagit avec les antibiotiques a noyau p-lactame pour 
former tres rapidement un complexe enzyme -antibiotique equimolaire, inactif et 
sensiblement irreversible. 

Dans la version la plus recente de ce test (EP 468.946), un volume 
10 determine d'un echantillon du liquide a examiner est incube avec une quantite 
predeterminee de l'enzyme R39 dans des conditions permettant a 1 'antibiotique 
p-lactame eventuellement present dans l'echantillon de reagir avec l'enzyme pour 
former un complexe enzyme -antibiotique equimolaire, inactif et sensiblement 
irreversible. 

15 Ensuite, une quantite determines de substrat de type thioester est incubee 

avec le produit obtenu au premier stade dans des conditions permettant ITiydrolyse 
du substrat par l'enzyme R39 residuelle qui n'a pas ete complexee avec 
l'antibiotique lors de la premiere incubation. La quantite d'acide 
mercaptoalcanoique ainsi formee est alors determinee par dosage colorimetrique a 

20 l'aide d'un reactif capable de produire une coloration par reaction avec le groupe SH 
libre de l'acide mercaptoalcanoique. L'intensite de la coloration est comparee a un 
etalon, prealablement etabli a partir d 'echantillon s contenant des quantites 
connues d 'antibiotiques. La determination quantitative peut se faire par mesure au 
spectrophotometre; dans le cas du lait, la clarification prealable de Techantillon 

25 peut s'averer necessaire. 

Selon les exemples de realisation du brevet EP 468946, ce procede permet 
de determiner, dans le lait, 10 ppb de penicilline G pour un temps total 
d'incubation de 5 minutes et de l'ordre de 2,5 ppb de penicilline G pour un temps 
total d'incubation de 15 minutes. 

30 Etant donne les criteres de rapidite, de simplicity et de sensibilite exiges des 

methodes de detection d 'antibiotiques dans les produits alimentaires, la 
demanderesse s'est fixe comme objectif de rechercher de nouvelles methodes encore 
plus performantes permettant la detection d'antibiotiques dans un liquide 
biologique. En particulier, la demanderesse s'est fixe comme objectif de rechercher 

35 des methodes permettant de detecter en un seul test la majorite des antibiotiques 
dont la teneur est reglementee par les autorites europeennes et americaines. De 
plus, les methodes recherchees doivent permettre d'obtenir ce resultat en un 
nombre limite d'etapes, de preference executables par du personnel non qualifie. 
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La demanderesse a egalement recherche des methodes permettant d'atteindre ces 
objectifs avec un temps d'incubation reduit par rapport aux procedes existants. 

La demanderesse vient de decouvrir de nouveaux procedes pour la detection 
d'antibiotiques a noyau p-lactame dans un liquide biologique qui permettent 
5 d'atteindre de maniere remarquable ces objectifs. 

C'est pourquoi la presente invention se rapporte a de nouveaux procedes 
pour la detection d'antibiotiques a noyau p-lactame dans un liquide biologique 
comprenant les e tapes suivantes 

a) la mise en contact d'un volume determine dudit liquide biologique avec une 
10 quantite d'agent de reconnaissance et l'incubation du melange ainsi obtenu 

dans des conditions permettant la complexation des antibiotiques 
eventuellement presents dans ledit liquide biologique avec 1 'agent de 
reconnaissance, 

b) la mise en contact du melange obtenu a l'etape a) avec au moins un antibiotique 
15 de reference immobilise sur un support, dans des conditions permettant la 

complexation de 1'antibiotique de reference avec la quantite d'agent de 
reconnaissance qui n'a pas reagi a l'etape a), et 

c) la determination de la quantite d'agent de reconnaissance fixee sur le support, 
caracterises en ce que l'agent de reconnaissance comprend un recepteur sensible 

20 aux antibiotiques a noyau p-lactame obtenu a partir de Bacillus licheniformis . 

La Figure 1 illustre un type de support utilisable selon la presente invention, 
se presentant sous la forme d'un dispositif d'essai comprenant un support solide (1) 
sur lequel des membranes (2), (3) et (4) sont fixees. La Figure la presente une vue 
frontale et la Figure lb presente une vue en section longitudinale du dispositif 

25 d'essai. 

Les performances exceptionnelles du procede selon la presente invention 
reposent sur l'utilisation d'un agent de reconnaissance particulier, qui comprend 
un recepteur sensible aux antibiotiques a noyau p-lactame obtenu a partir de 
Bacillus licheniformis , a savoir la proteine BlaR dont l'isolement et la sequence 

30 peptidique sont decrits dans Y. ZHU et al., J. Bacterid., 1 137-1 141, (1990), ou le 

polypeptide BlaR-CTD qui est le domaine carboxy terminal de BlaR dont l'isolement 
et la sequence peptidique sont decrits dans B. JORIS et al., FEMS Microbiology 
Letters, 107-114, (1990). 

L'utilisation des recepteurs BlaR ou BlaR-CTD selon la presente invention 

35 pour la detection d'antibiotiques a noyaux p-lactame presente des avantages 

importants par rapport aux agents de reconnaissance utilises jusqu'a present. En 
effet, les recepteurs BlaR et BlaR-CTD sont capables de complexer tres rapidement 
un nombre tres eleve d'antibiotiques, et ce, a une temperature d'incubation 
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inferieure a celle necessitee pour les agents de reconnaissance connus tels que, par 
exemple, les recepteurs obtenus a partir de Bacillus stearothermophilus . 

A titre d'exemples d'antibiotiques detectables grace aux precedes selon la 
presente invention, on peut citer les antibiotiques suivants : benzylpenicilline (ou 
penicilline G), ampicilline, amoxicilline, carbenicilline, methylcilline, cloxacilline, 6- 
APA, monolactame, aztreoname, mecilliname, cephalexins cephaloglycine, 
cephaloridine, nitrocephine, cefatoxime, cefuroxime, ceftiofur, cephapyrine, 7-ACA. 
Plus particulierement, les precedes selon la presente invention permettent de 
detecter tous les antibiotiques controles par les autorites americaines et 
europeennes, et ce, jusqu'aux seuils limites toleres. 

Les precedes selon l'invention permettent de detecter les antibiotiques a 
noyau p-lactame dans les liquides biologiques tels que le lait, l'urine, le sang, le 
serum, la salive, les extraits de viande, les liquides de fermentation ou les milieux 
aqueux tamponnes. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere des precedes de l'invention, l'agent 
de reconnaissance est utilise sous une forme couplee a un agent de marquage. Cet 
agent de marquage peut etre de natures diverses. L'agent de marquage peut etre de 
type particulaire, comme les particules colloidales metalliques (platine, or, argent, 
...), les particules colloidales de selenium, carbone, soufre ou tellure, ou encore les 
particules colloidales de latex synthetiques colores. L'agent de marquage peut 
egalement etre une substance fluorescente, telles que la fluoresceine activee 
(disponible chez Boeringher-Mannheim Biochemica), Tisocyanate de fluoresceine, le 
tetramethylisocyanate de rhodamine ou tout autre substance fluorescente connue 
de lliomme du metier. L'agent de marquage peut egalement etre enzymatique, par 
exemple une p-lactamase, une peroxydase, une phosphatase, .... Dans ce cas, les 
recepteurs BlaR ou BlaR-CTD sont couples par voie chimique ou genetique a cet 
agent de marquage enzymatique pour former une proteine de fusion. 

Le couplage de l'agent de reconnaissance avec l'agent de marquage peut etre 
effectue selon les methodes conventionnelles connues de lTiomme du metier. 
L'agent de reconnaissance peut etre fixe soit directement sur l'agent de marquage, 
soit par la formation d'un complexe intermediaire. Le couplage entre l'agent de 
reconnaissance et l'agent de marquage peut avoir lieu a differents moments lors de 
la mise en oeuvre des precedes de l'invention. Selon un premier mode de 
realisation, le couplage entre l'agent de reconnaissance et l'agent de marquage a 
lieu avant la mise en contact de l'agent de reconnaissance et l'echantillon de liquide 
biologique a analyser. Selon d'autres modes de realisation des precedes de 
l'invention, le couplage entre l'agent de reconnaissance et l'agent de marquage peut 
avoir lieu pendant ou apres la mise en contact de l'agent de reconnaissance avec 
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l'echantillon de liquide biologique. De preference, le marquage de Tagent de 
reconnaissance a lieu avant la mise en contact de l'agent de reconnaissance avec 
rechantillon a analyser. 

La premiere etape a) des precedes selon Tinvention consiste en la mise en 
5 contact d'un volume determine de liquide biologique avec une quantite d'agent de 
reconnaissance et l'incubation du melange obtenu dans des conditions permettant 
la complexation des antibiotiques eventuellement presents dans le liquide 
biologique avec l'agent de reconnaissance. 

L'incubation du liquide biologique avec le recepteur BlaR ou BlaR-CTD peut- 

10 etre effectuee dans un intervalle de temperatures compris entre 4 et 60 °C. De 
preference, cette temperature est de l'ordre de 47°C. Une augmentation de la 
temperature d'incubation aura pour effet une diminution de sa duree et 
inversement. II est done toujours possible de reduire la duree du precede en 
augmentant la temperature. 

15 Dans la seconde etape b) du precede selon la presente invention, le melange 

obtenu a l'etape a) est mis en contact avec au moins un antibiotique de reference 
immobilise sur un support. 

Les supports utilisables selon la presente invention peuvent etre de types 
tres varies. II peut s'agir de supports solides tels que tubes, plaques ou tiges 

20 recouverts d'une preparation d 'antibiotique de reference. II peut s'agir d'un 

dispositif d'essai se presentant sous la forme d'un support solide sur lequel des 
membranes sont fixees, une ou plusieurs substances de capture etant placees dans 
une zone de detection determinee. II peut s'agir de supports se presentant sous la 
forme de billes (agarose, polystyrene, ...) magnetiques ou non, capables de former 

25 un gel et sur lesquelles Tantibiotique de reference est immobilise. 

L 'immobilisation de l'antibiotique de reference sur le support peut se faire 
par les methodes connues de lliomme du metier, par exemple par absorption 
covalente ou non-covalente sur le support, eventuellement par 1 'intermediate d'un 
espaceur. 

30 Selon un mode de realisation particulier de l'invention, les etapes a) et b) 

peuvent avoir lieu simultanement. 

L'etape c) du precede selon la presente invention consiste a determiner les 
recepteurs qui se sont fixes sur le support sur lequel l'antibiotique de reference est 
immobilise. La methode utilisee pour cette determination est directement liee au 

35 type d'agent de marquage utilise. Si Tagent de marquage est enzymatique, l'etape de 
determination fera appel a une reaction specifique de cet enzyme associee, par 
exemple, a la production d'un coloration determinee. Si l'agent de marquage est 
fluorescent, la determination s'effectue simplement par mesure de la fluorescence 
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du support. Dans le cas de particules metalliques ou de latex colores, la presence 
de recepteurs fixes sur le support se traduit par une coloration dont l'intensite est 
directement proportionnelle au nombre de recepteurs fixes sur le support. Quel 
que soit le type d'agent de marquage utilise, l'intensite du signal detecte est 
5 inversement proportionnelle a la quantite d'antibiotique present dans l'echantillon 
analyse. 

La presente invention concerne aussi des trousses d'essai pour la detection 
d'antibiotiques dans un liquide biologique comprenant au moins un agent de 
reconnaissance qui comprend un recepteur sensible aux antibiotiques a noyau 
10 P-lactame obtenu a partir de Bacillus licheniformis , et au moins un antibiotique de 
reference immobilise sur un support. 

Les exemples qui suivent illustrent differents aspects et modes 
d 'implementation de la presente invention sans toutefois en limiter sa portee. 

15 Exemple 1. Determination d'antibiotiques a noyau p-lactame dans le lait. 

Cet exemple illustre la detection dans le lait d'antibiotiques a noyau 
P-lactame controles par les autorites sanitaires. Le test decrit dans cet exemple 
utilise le recepteur BlaR-CTD couple a des billes d'or qui servent d 'agents de 
marquage et utilise un support se presentant sous la forme d'un dispositif d'essai 

20 comprenant un support solide sur lequel des membranes sont fixees. 

1.1. Couplage de BlaR-CTD aux billes d'or. 
1.1.1. Biotinylation de BlaR-CTD . 

3,79 ml d'une solution d'agent de reconnaissance BlaR-CTD a 6,6 mg/ml 

25 sont repris en tampon Phosphate de sodium 20 mM pH 7. On ajoute alors a cette 
solution de BlaR-CTD 41,71 ml de tampon bicarbonate (0,1 M en bicarbonate de 
sodium, pH 9) et 2 ml d'une solution d'ester 6-(biotinamido)caproique de N-hydroxy- 
succinimide a 2,23 mg/ml egalement en tampon bicarbonate. Cette solution est 
agitee doucement sur agitateur pour tubes sur axe rotatif de type LABINCO 

30 (disponible chez VEL, Belgique) a une vitesse de 2 tours/ minute pendant 2 heures a 
temperature ambiante et a l'abri de la lumiere. 2,5 ml d'une solution de tampon 
Tris 1 M pH 8 sont incubes avec le melange reactionnel dans les memes conditions 
pendant 30 minutes. La solution ainsi obtenue est dialysee contre du tampon HNM 
(Hepes lOOmM, pH 8, NaCl 100 mM, MgCl 2 50 mM) pendant 24 heures. De cette 

35 maniere, on obtient une solution de BlaR-CTD biotinyle que Ton dilue dans du 
tampon HNM-BSA (Hepes 500 mM, pH 8, NaCl 500 mM, MgCl 2 250 mM, BSA 
10 mg/ml) jusqu'a une concentration de 250 pg de BlaR-CTD biotinyle par ml de 
tampon. Cette solution est stockee a -20 °C. 



0&00485 

9 



1.1.2. Agent de marquage. 

Comme agent de marquage, on utilise des particules d'or ayant un diametre 
de 40 nm, sur lesquelles un anticorps de chevre anti-biotine a ete depose sous la 
5 forme de suspensions dans une solution aqueuse de tetraborate de sodium a 2 mM 
a pH 7,2, stabilisee par de l'azoture de sodium a 0,1% (disponible chez BRITISH 
BIOCELL (Ref. GAB40). La densite optique de ces suspensions a 520 nm est 
d'environ 10 et la concentration en proteine est d'environ 24 pg/ml. 

10 1.1.3. Couplage de BlaR-CTD biotinyle aux billes d'or. 

La solution de BlaR-CTD biotinyle preparee a 1'exemple 1.1.1 est diluee 
114,7 fois par du tampon HNM-BSA (Hepes 500 mM, pH 8, NaCl 500 mM, MgCl 2 
250 mM, BSA 10 mg/ml). On melange a temperature ambiante 22,5 parties en 
volume de cette solution diluee de BlaR-CTD biotinyle, 7,5 parties en volume de 

15 tampon HNM-BSA, 9,27 parties en volume de suspension de particules d'or servant 
a marquer BlaR-CTD biotinyle et 6 parties en volume de suspension de particules 
d'or de reference (voir exemple 1. 1.4 ci-dessous). 

1.1.4. Reference independante. 
20 Dans ce test, on utilise egalement une substance de reference qui fournit 

une bande dont l'intensite permet de quantifier rapidement la quantite 

d'antibiotique present dans rechantillon. 

Pour cela, on utilise des particules d'or de 40 nm sur lesquelles un anticorps 

de chevre anti-Immunoglobuline de lapin a ete depose. Ces particules sont 
25 disponibles chez BRITISH BIOCELL (Ref. GAR40), sous la forme de suspensions 

dans une solution aqueuse de tetraborate de sodium a 2 mM a pH 7,2, stabilisee 

par de l'azoture de sodium a 0,1%. La densite optique de ces suspensions a 520 

nm est d'environ 3 et la concentration en proteine est d'environ 6 Mg/ml. 

30 1.2. Dispositif d'essai. 

Le dispositif d'essai utilise comprend un support solide (1) qui possede une 
premiere et une seconde extremite, sur lequel sont fixees, successivement, en 
partant de la premiere extremite, 

- une membrane (2) permettant la purification du liquide analyse, 

35 - une membrane (3) sur laquelle deux substances de capture (antibiotique de 
reference et substance capable de fixer la reference independante) sont 
immobilisees, et 

- une membrane (4) absorbante. 
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1.2.1. Assemblage du dispositif d'essai. 

Des cartes ayant une taille de 300 x 76,2 mm sont d'abord assemblies au 
moyen d'un laminateur de type Chlamshell Laminator (disponible chez Bio Dot, 
Inc.) selon la methode suivante: 

On decoupe un rectangle de support plastique de type ArCare 8565 
(disponible chez Adhesive Research) de dimension 300 x 76,2 mm (support solide 
(1)). On decoupe ensuite un rectangle de membrane Leukosorb LK4 (disponible 
chez Pall Gelman Sciences) de dimension 300 x 20 mm (membrane (2)), un 
rectangle de membrane Hi-Flow SX (disponible chez Millipore) de dimension 300 x 
25 mm (membrane (3)), un rectangle de membrane de cellulose 3 mm (disponible 
chez Whatmann) de dimension 300 x 40 mm (membrane (4)). 

On loge successivement les membranes (2) et (4), puis (3) dans un 
emplacement specifique du moule inferieur du laminateur. Le support solide (1) 
recouvert d 'adhesif est quant a lui maintenu dans le couvercle de l'appareil, le cote 
adhesif etant expose a l'air. Les membranes logees dans le moule inferieur sont 
mises en contact avec le support adhesif en refermant le laminateur; les 
membranes sont maintenues exactement en place au moyen d'une succion d'air 
realisee par une pompe a vide. Lorsque le vide est rompu, on recupere une carte 
constitute du support solide (1) sur lequel les membranes (2), (3) et (4) sont fixees. 

On depose ensuite les solutions suivantes sur la membrane (3): cote 
proximal: premiere substance de capture; bande n°l; cote distal: deuxieme 
substance de capture; bande n°2. Ces substances de capture sont deposees au 
moyen d'un "Dispenser" de type X-Y Platform Biojet Quanti-3000 de Bio Dot, Inc. 

Les solutions deposees sont immediatement evaporees en placant l'ensemble 
de la carte pendant une minute sous un air pulse chaud a 60°C. 

Les cartes obtenues apres assemblage sont decoupees en lamelles a l'aide 
d'un appareil de type guillotine ou a l'aide d'un appareil rotatif (disponible chez Bio 
Dot, Kinematic ou Akzo). Les lamelles des extremites sont ecartees, les autres 
lamelles etant pretes a l'emploi. 

La Figure 1 illustre un tel dispositif d'essai. 

Pour leur conservation, les dispositifs d'essai sont places dans un recipient 
opaque et hermetique en presence d'un agent dessicant (Air Sec, France). 

1.2.2. Premiere substance de capture - Antibiotique de reference. 

8 ml d'une solution contenant 213 mg de Gamma Globuline Humaine 
(G4386, Sigma) et 8,6 mg de chlorhydrate de 2-Iminothiolane (Aldrich, 33056-6) 
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dans du tampon carbonate de sodium (100 mM, pH 9) sont incubes pendant une 
heure a 25°C. 

Par ailleurs, 20 ml d'une solution contenant 119,8 mg de cephalosporine-C 
et 54 mg de sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane- 1 -car boxy late 
(sSMCC, 22322 Pierce)dans du tampon carbonate de sodium (100 mM, pH 9) sont 
incubes pendant une heure a 25°C. 

Les deux solutions preparees precedemment sont ensuite melangees. On 
ajuste le pH de la solution resultante a 7,1 par ajout de 3 ml NaH 2 P0 4 500 mM et 
Ton incube pendant deux heures a 25°C. Le melange obtenu apres incubation est 
dialyse trois fois contre 1 litre de tampon phosphate de sodium (10 mM, pH 7,5). 
La solution resultante est filtree sur un filtre a 0,22 urn, puis elle est aliquotee et 
congelee a -20°C jusqu'a utilisation. 

Lors de l'utilisation, les aliquotes sont decongelees, et on y ajoute un 
colorant alimentaire avant d'effectuer le depot sur la membrane afin d'apprecier a 
tout moment la position exacte du depot et la qualite du trait. 

La premiere substance de capture permet de fixer BlaR-CTD couple aux 
billes d'or present en excedent par rapport a la quantite d'antibiotique present dans 
Techantillon. 

1.2.3. Deuxieme substance de capture - Substance capable de fixer la reference 
independante . 

Pour la deuxieme substance de capture, on utilise une solution 
d'immunoglobuline de lapin (Sigma I 5006) a une concentration de 0,5 mg/ml en 
immunoglobuline dans du tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 7,5, gamma 
globuline humaine 5 mg/ml. Cette seconde substance de capture arrete la 
reference independante lors de la migration du liquide sur le dispositif d'essai. 

1.3. Determination des antibiotiques dans le lait. 
1.3. 1. Test en 3 minutes - Test rapide 

On prepare 7 echantillons de lait frais contenant respectivement 0;1;2;3;4;5 
et 6 ppb de penicilline G. Chacune de ces solutions est alors analysee de la maniere 
suivante : 

On preleve un aliquot de 200 d'echantillon de lait et 45.27 |il de solution 
preparee a l'exemple 1. 1.3 que Ton place dans une fiole en verre. Ce melange est 
incube pendant 1 minute a 47°C. On prend un dispositif d'essai que l'on place 
verticalement dans la fiole en verre de maniere a ce que la premiere extremite du 
dispositif d'essai soit en contact avec le melange et de maniere a ce que la seconde 
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extremite repose sur la paroi de la fiole en verre. On laisse migrer le melange sur le 
dispositif d'essai tout en incubant l'ensemble pendant 2 minutes a 47°C. 

Le Tableau 1 ci-dessous reprend les resultats obtenus pour les 7 
echantillons testes. Une valeur d 'intensite allant de 0 a 10 est attribuee aux bandes 
5 detectees, la valeur 10 etant donnee pour la bande la plus intense et la valeur 0 
etant donnee pour la bande la moins intense. Selon cette echelle, on attribue une 
valeur de 6 a la bande de reference. L'intensite du signal observe dans la premiere 
bande est inversement proportionnelle a la quantite de Penicilline G presente dans 
l'echantillon. 

10 Tableau 1 

Penicilline G Intensite 

(ppb) lere bande 2eme bande 

0 10 6 

1 9 6 
15 2 9 6 

3 4 6 

4 0 6 

5 0 6 

6 0 6 

20 

Dans cet exemple, lorsque la premiere bande a une intensite inferieure a 
celle de la deuxieme bande, le test est considere comme positif. Les resultats 
presentes dans le Tableau 1 montrent que ce test permet de detecter en 3 minutes 
moins de 4 ppb de penicilline G dans un echantillon de lait. 
25 Des essais ont egalement ete realises avec d'autres antibiotiques a noyau 

P-lactame dans les memes conditions. Ce test realise en 3 minutes permet de 
detecter ramoxicilline jusqu'a 5 ppb, rampicilline jusqu'a 5 ppb, la cloxacilline a 
moins de 10 ppb, la dicloxacilline a moins de 20 ppb, roxacilline a moins de 20 ppb 
et la cephapirine jusqu'a 20 ppb dans un echantillon de lait. 

30 

1.3.2. Test en 5 minutes 

On prepare 6 echantillons de lait frais contenant respectivement 0;2;4;6;8 et 
10 ppb de cloxacilline. Chacune de ces solutions est alors analysee de la maniere 
suivante. 

35 On preleve un aliquot de 200 pi d'echantillon de lait et 45.27 pi de solution 

preparee a l'exemple 1. 1.3 que l'on place dans une fiole en verre. Ce melange est 
incube pendant 3 minutes a 47°C. On prend un dispositif d'essai que Ton place 
verticalement dans la fiole en verre de maniere a ce que la premiere extremite du 
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dispositif d'essai soit en contact avec le melange et de maniere a ce que la seconde 
extremite repose sur la paroi de la fiole en verre. On laisse migrer le melange sur le 
dispositif d'essai tout en incubant l'ensemble pendant 2 minutes a 47°C. 

Le Tableau 2 ci-dessous reprend les resultats obtenus pour les 6 
echantillons testes. Une valeur d'intensite allant de 0 a 10 est attribuee aux bandes 
detectees, la valeur 10 etant donnee pour la bande la plus intense et la valeur 0 
etant donnee pour la bande la moins intense. Selon cette echelle, on attribue une 
valeur de 6 a la bande de reference. L 'intensite du signal observe dans la premiere 
bande est inversement proportionnelle a la quantite de Cloxacilline presente dans 
l'echantillon. 

Tableau 2 



Cloxacilline Intensite 

(ppb) lere bande 2eme bande 

0 10 6 

2 6 6 

4 5 6 

6 3 6 

8 3 6 

10 3 6 



Dans cet exemple, lorsque la premiere bande a une intensite inferieure a 
celle de la deuxieme bande, le test est considere comme positif. Les resultats 
presentes dans le Tableau 2 montrent que ce test permet de detecter en 5 minutes 
jusqu'a 4 ppb de cloxacilline dans un echantillon de lait. 

Des essais ont egalement ete realises avec d'autres antibiotiques a noyau 
P-lactame dans les memes conditions. Ce test realise en 5 minutes permet de 
detecter la penicilline G jusqu'a 3 ppb, ramoxicilline jusqu'a 4 ppb, l'ampicilline 
jusqu'a 4 ppb, la dicloxacilline jusqu'a 8 ppb, roxacilline jusqu'a 8 ppb, la 
cephapirine jusqu'a 16 ppb, le ceftiofur jusqu'a 100 ppb, la cefquinone a moins de 
20 ppb, la nafcilline jusqu'a 20 ppb et la cefazoline jusqu'a 60 ppb dans un 
echantillon de lait. 

Ce test convient particulierement bien comme test de tri avant le depotage 
des camions de lait dans les silos. 

1.3.3. Test en 9 minutes 

On prepare 6 echantillons de lait frais contenant respectivement 0;4;6;8;10 
et 12 ppb de cephapirine. Chacune de ces solutions est alors analysee de la maniere 
suivante. 



0^800485 



14 

On preleve un aliquot de 200 |ul d'echantillon de lait et 45.27 pi <*e solution 
preparee a l'exemple 1.1.3 que Ton place dans une fiole en verre. Ce melange est 
incube pendant 7 minutes a 47°C. On prend un dispositif d'essai que Ton place 
verticalement dans la fiole en verre de maniere a ce que la premiere extremite du 
dispositif d'essai soit en contact avec le melange et de maniere a ce que la seconde 
extremite repose sur la paroi de la fiole en verre. On laisse migrer le melange sur le 
dispositif d'essai tout en incubant l'ensemble pendant 2 minutes a 47°C. 

Le Tableau 3 ci-dessous reprend les resultats obtenus pour les 6 
echantillons testes. Une valeur d 'intensite allant de 0 a 10 est attribuee aux bandes 
detectees, la valeur 10 etant donnee pour la bande la plus intense et la valeur 0 
etant donnee pour la bande la moins intense. Selon cette echelle, on attribue une 
valeur de 6 a la bande de reference. L'intensite du signal observe dans la premiere 
bande est inversement proportionnelle a la quantite de Cephapirine presente dans 
Fechantillon. 

Tableau 3 



Cephapirine Intensite 

(ppb) lere bande 2eme bande 

0 10 6 

4 6 6 

6 5 6 

8 4 6 

10 3 6 

12 3 6 



Dans cet exemple, lorsque la premiere bande a une intensite inferieure a 
celle de la deuxieme bande, le test est considere comme positif. Les resultats 
presentes dans le Tableau 3 montrent que ce test permet de detecter en 9 minutes 
jusqu'a 6 ppb de cephapirine dans un echantillon de lait. 

Des essais ont egalement ete realises avec d'autres antibiotiques a noyau 
p-lactame dans les memes conditions. Ce test realise en 9 minutes permet de 
detecter la penicilline G jusqu'a 3 ppb, l'amoxicilline jusqu'a 4 ppb, 1'ampicilline 
jusqu'a 4 ppb, la cloxacilline jusqu'a 4 ppb, la dicloxacilline a moins de 8 ppb, 
l'oxacilline a moins de 8 ppb, le ceftiofur jusqu'a 80 ppb, la cefquinone a moins de 
20 ppb, la nafcilline a moins de 20 ppb et la cefazoline jusqu'a 45 ppb dans un 
echantillon de lait. 

Ce test realise en 9 minutes permet done de detecter tous les antibiotiques 
controles actuellement par les autorites europeennes, et ce, jusqu'aux limites 
legales imposees par ces autorites. 
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1.3.4. Test en 20 minutes 

On prepare 6 echantillons de lait frais contenant respectivement 
0;20;30;40;50 et 60 ppb de ceftiofur. Chacune de ces solutions est alors analysee de 
la maniere suivante. 

On preleve un aliquot de 200 pi d'echantillon de lait et 45.27 pi de solution 
preparee a l'exemple 1.1.3 que Ton place dans une fiole en verre. Ce melange est 
incube pendant 18 minutes a 47°C. On prend un dispositif d'essai que Ton place 
verticalement dans la fiole en verre de maniere a ce que la premiere extremite du 
dispositif d'essai soit en contact avec le melange et de maniere a ce que la seconde 
extremite repose sur la paroi de la fiole en verre. On laisse migrer le melange sur le 
dispositif d'essai tout en incubant Tensemble pendant 2 minutes a 47°C. 

Le Tableau 4 ci-dessous reprend les resultats obtenus pour les 6 
echantillons testes. Une valeur d 'intensite allant de 0 a 10 est attribuee aux bandes 
detectees, la valeur 10 etant donnee pour la bande la plus intense et la valeur 0 
etant donnee pour la bande la moins intense. Selon cette echelle, on attribue une 
valeur de 6 a la bande de reference. L/intensite du signal observe dans la premiere 
bande est inversement proportionnelle a la quantite de Ceftiofur presente dans 
l'echantillon. 

Tableau 4 



Ceftiofur Intensite 
(ppb) lere bande 2eme bande 

0 10 6 

20 6 6 

30 5 6 

40 4 6 

50 3 6 

60 3„ 6 



Dans cet exemple, lorsque la premiere bande a une intensite inferieure a celle 
de la deuxieme bande, le test est considere comme positif. Les resultats presentes 
dans le Tableau 4 montrent que ce test permet de detecter en 20 minutes jusqu'a 
30 ppb de ceftiofur dans un echantillon de lait. 

Ce test en 20 minutes permet done de detecter en un seul test tous les 
antibiotiques controles actuellement par les autorites europeennes et americaines, 
et ce, jusqu'aux limites legales imposees par ces autorites. 
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Exemple 2. Determination de 6 antibiotiques dans le lait. 

Cet exemple illustre la detection dans le lait des 6 antibiotiques a noyau 
p-lactame controles par les autorites americaines. Le test decrit dans cet exemple 
utilise le recepteur BlaR-CTD sous la forme d'une proteine de fusion avec la p- 
lactamase et utilise un support se presentant sous la forme de billes magnetiques. 

2.1. Proteine de fusion BlaR-CTD- p-lactamase. 

La proteine de fusion BlaR-CTD- p-lactamase est obtenue par couplage 
genetique entre le recepteur BlaR-CTD (B. JORIS et al., FEMS Microbiology Letters, 
107-114, 1990) et la p-lactamase a Zn de Bacillus cereus (M. Hussain et al., 1985, 
J. Bact., 164:1, 223-229, 1985). 

Le couplage est realise de la maniere suivante: 

2.1.1. Construction du plasmide: un couplage 1/ 1 a ete realise entre les genes du 
polypeptide BlaR-CTD et de la p-lactamase: le gene codant pour la p-lactamase a ete 
introduit en phase et derriere le gene de BlaR-CTD. Le plasmide porteur de la 
fusion genetique presente la resistance a la kanamycine. La proteine de fusion est 
ci-apres denommee Fus 1. 

2.1.2. Production: 

- Souche: le plasmide portant les gene fusionnes a ete introduit dans E. Coli. Les 
clones porteur s du plasmide recombinant sont selectionnes sur LB + Km 

(50 Mg/ml). 

- Selection: le marquage de 1'extrait cellulaire avec un antibiotique radioactif, suivi 
d'une electrophorese sur gel de polyacrylamide denaturant, montre que la 
majeure partie de la proteine est produite sous forme d'un produit de fusion dont 
la masse molaire est d'environ 50.000. Cependant, une proteolyse post- 
traductionnelle semble dissocier un tres faible pourcentage (2%) de ces 
molecules en deux activites distinctes. 

- Culture: 500 ml de milieu LB + Km (50 Mg/ml) sont inocules a partir de cellules 
recombinantes conservees a -70°C. La preculture est incubee a 37°C et agitee 
une nuit a 225 tours par minute. 18 litres de milieu LB + Km (50 Mg/ml) sont 
inocules avec 500 ml de cette preculture dont la densite optique a 600 nm est de 
4. La culture de 18 litres est arretee lorsque la densite optique atteint la valeur 
de 6. 
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2.1.3. Extraction: Immediatement apres arret de la culture, les cellules sont 
filtrees puis centrifugees. Le surnageant du culot cellulaire lyse au desintegrateur 
est garde. II contient la proteine de fusion FUS1. 

2.1.4. Purification : 
- Tampons utilise: 

• Tampon A: Tris 20 mM pH 8,0, ethylene glycol 10%, DTT 50 pM; 

• Tampon B: tampon A + NaCl 1M. 

La proteine de fusion est partiellement purifiee par chromatographic ionique 
et sur tamis moleculaire. Apres depot de Textrait et lavage sur une colonne QSFF 
(Pharmacia, Upsala) en tampon A, FUS 1 est eluee par un gradient lineaire en 
tampon B. Les fractions actives (± 0,25 M en NaCl) sont ensuite rassemblees et 
deposee sur tamis moleculaire G-100 (Pharmacia, Upsala); elles sont eluees en 
tampon A. L'activite specifique moyenne du lot recupere est estimee a 30%. 

2.1.5. Inhibition de la p-lactamase: la proteine de fusion (9/10 volume) est incubee 
en EDTA 50 mM (1/10 volume) pendant 45 minutes a 37°C. On verifie ^inhibition 
a l'aide de nitrocefine en tampon cacodylate 10 mM pH 6,0. En presence ou 
absence de Zn, le signal doit respectivement etre positif ou negatif. Apres 
inhibition, la concentration effective, mesuree sur base de l'activite p-lactamasique 
est de 7,74 pmole/jul. 

2.2. Support solide: billes magnetiques - cephalosporin C (antibiotique de 
reference). 

On utilise des particules BioMag 4100 (disponibles chez DRG Instrument 
Gmbh, Marburg, Germany, sous la reference AM 4100 B.) dont les extremites NH 2 
ont ete activees au glutaraldehyde de la maniere suivante: 

un volume de solution initiale de particules BioMag 4100 est rince 4 fois a 
l'aide de 5 volumes de tampon pyridine 0,01M pH 6,0. Les particules sont 
reprises dans 2,5 volumes de glutaraldehyde a 5% en tampon pyridine et sont 
agitees par rotation pendant trois heures a temperature ambiante. Elles sont 
ensuite rincees 10 fois a Taide de deux volumes de tampon Kpi 0,01 M a 
pH 7,0. Les particules sont ensuite remises en suspension dans un volume de 
cephalosporine C a 0, 1 M en tampon Kpi et agitees par rotation pendant une 
nuit a +4°C. Le rincage final se fait jusqu'a elimination complete de la 
cephalosporine C dans le tampon Kpi 0,1 M pH 7,0. 

2.3. Determination des 6 antibiotiques penicilline G, ampicilline, amoxicilline, 
cloxacilline, cephapirine et ceftiofur dans le lait. 
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2.3.1. Solutions utilisees: 

solution 1: 700 picomoles de proteine de fusion lyophilisee en Tris 100 mM, 
pH 8, BSA 1 mg/ml, EDTA 50 mM, DTT 50 |iM sont rehydrates avec 5 ml d'eau 
5 Milli-Q; 50 ^1 de cette solution sont necessaires pour realiser une mesure. 

solution 2: 2 ml de particules BioMag-cephalosporine C preparees a l'exemple 
1.2 dans isopropanol a 100%; 20 |ul sont necessaires pour realiser une mesure. 
solution 3: tampon cacodylate 10 mM, pH 6, NaCl 1M lyophilise est rehydrate 
avec 500 ml d'eau Milli-Q. 
10 - solution 4: 400 ml de nitrocefine 10 mM en DMF sont dilues a 40 ml dans la 
solution 3; 400 jil sont necessaires pour une detection. 



2.3.2. Precede de detection: 

50 pil de la solution 1 sont places en presence de 500 ml d'echantillons de 
15 lait dopes et incubes a 47°C pendant 2 minutes. 20 pal de la solution 2 sont mis en 

suspension dans le lait qui est de nouveau incube pendant 2 minutes a 47°C. Les 

particules sont attirees contre la paroi du recipient a Taide d'un aimant 

paramagnetique pendant que le surnageant est vide du tube. Les particules sont 

rincees a deux reprises avec la solution 3 en procedant de maniere similaire avec 
20 l'aimant. Enfin, 400 (al de la solution 4 sont incubes en presence des particules 

pendant 3 minutes a 47°C. On mesure alors l'absorbance de la solution residuelle 

a 482 nm par rapport a la solution de nitrocefine. 

Ce precede permet de detecter les 6 antibiotiques repris dans la 

reglementation americaine a des concentrations inferieures aux normes imposees 
25 par les autorites, a savoir, la penicilline a 5 ppb, Tampicilline a 10 ppb, 

1'amoxicilline a 10 ppb, la cloxacilline a 10 ppb, la cephapirine a 20 ppb et le 

ceftiofur a 50 ppb. 

Exemple 3. Determination de 3 antibiotiques (penicilline G, cloxacilline, ceftiofur) 

30 dans le lait. 

Cet exemple illustre la detection dans le lait de 3 antibiotiques a noyau 
p-lactame controles par les autorites sanitaires. Le test decrit dans cet exemple 
utilise le recepteur BlaR-CTD sous la forme de deux proteines de fusion avec la 
phosphatase alcaline et la peroxydase, respectivement, et utilise un support se 

35 presentant sous la forme d'une microplaque. 
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3.1. Proteine de fusion BlaR-CTD-phosphatase alcaline. 

La proteine de fusion BlaR-CTD-phosphatase alcaline est obtenue par 
couplage chimique entre le recepteur BlaR-CTD (B. JORIS et al., FEMS Microbiology 
Letters, 107-114, (1990)) et la phosphatase alcaline activee disponible chez 
Boehringer Mannheim Biochemica sous la reference 1464752. 

Le couplage est realise de la maniere suivante: 

3. 1. 1. Conjugaison: BlaR-CTD et la phosphatase alcaline sont dialysees dans du 
tampon carbonate /hydrogenocarbonate de sodium 100 mM a pH 9,8. 

15 nanomoles de BlaR-CTD sont incubees en presence de 100 pi de phosphatase 
alcaline activee (20 mg/ml) pendant deux heures a 25°C. 

3.1.2. Arret de la reaction: On ajoute 40 pi d'une solution de triethanolamine a 
2mM, pH 8, puis 50 pi d'une solution de borohydrure de sodium a 200 mM. Le 
melange est incube pendant 30 min. a +4°C. On ajoute alors 25 \i\ d'une solution 
de triethanolamine a 2 mM, pH 8, puis on incube a nouveau le melange pendant 
2 heures a + 4°C. 

3.1.3. Stabilisation du couplage: on ajoute 10 |il d'une solution de glycine a 1M, 
pH 7,0. 

3.1.4. Transfert dans le tampon de stockage: Le melange reactionnel (environ 
300 |il) est dialyse trois fois 8 heures contre 0,5 litre de tampon triethanolamine 

50 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM, MgCl 2 1 mM, ZnCl 2 0,5 mM, glycine 10 mM a +4°C. 

3.1.5. Titre final: le titre final du couplage est de l'ordre de 50 pmole de BlaR-CTD 
actif par pi de solution. 

3.2. Proteine de fusion BlaR-CTD -peroxydase 

La proteine de fusion BlaR-CTD -peroxydase est obtenue par couplage 
chimique entre le recepteur BlaR-CTD (B. JORIS et al., FEMS Microbiology Letters, 
107-1 14, (1990)) et la peroxydase activee disponible chez Boehringer Mannheim 
Biochemica sous la reference 1428861. 

Le couplage est realise de la maniere suivante: 

3.2.1. Conjugaison: BlaR-CTD et la peroxydase sont dialysees dans du tampon 
carbonate/ hydrogenocarbonate de sodium 100 mM a pH 9,8. 40 nanomoles de 
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BlaR-CTD sont incubees en presence de 100 |ul de peroxydase activee (16 mg/ml) 
pendant deux heures a 25°C. 

3.2.2. Arret de la reaction: On ajoute 40 ill d'une solution de triethanolamine a 
2mM, pH 8, puis 50 m1 d'une solution de borohydrure de sodium a 200 mM. Le 
melange est incube pendant 30 min. a +4°C. On ajoute alors 25 \xl d'une solution 
de triethanolamine a 2 mM, pH 8, puis on incube a nouveau le melange pendant 2 
heures a + 4°C. 

3.2.3. Stabilisation du couplage: on ajoute 10 [il d'une solution de glycine a 1M, 
pH 7,0. 

3.2.4. Transfert dans le tampon de stockage: Le melange reactionnel (environ 
400 |ul) est dialyse trois fois 8 heures contre 0,5 litre de tampon phosphate de 
potassium 10 mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, glycine 10 mM a +4°C. 

3.2.5. Titre final: le titre final du couplage est de l'ordre de 100 pmole de BlaR-CTD 
actif par jil de solution. 

3.3. Support solide: microplaque-cephalosporine C. 

3.3. 1. Preparation de la solution d'antibiotique de reference. 

8 ml d'une solution contenant 213 mg de Gamma Globuline Humaine (G4386, 
Sigma) et 8,6 mg de chlorhydrate de 2-Iminothiolane (Aldrich, 33056-6) dans du 
tampon carbonate de sodium (100 mM, pH 9) sont incubes pendant une heure a 
25°C. 

Par ailleurs, 20 ml d'une solution contenant 119,8 mg de cephalosporine-C 
et 54 mg de sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-l-carboxylate 
(sSMCC, 22322 Pierce) dans du tampon carbonate de sodium (100 mM, pH 9) sont 
incubes pendant une heure a 25°C. 

Les deux solutions preparees precedemment sont ensuite rnelangees. On 
ajuste le pH de la solution resultante a 7,1 par ajout de 3 ml NaH 2 P0 4 500 mM et 
Ton incube pendant deux heures a 25°C. Le melange obtenu apres incubation est 
dialyse trois fois contre 1 litre de tampon phosphate de sodium (10 mM, pH 7,5). 
La solution resultante est filtree sur un filtre a 0,22 pm. 

3.3.2. Recouvrement des microplaques par l'antibiotique de reference. 

On utilise des microplaques en polystyrene a haute adsorption proteique de 
la marque NUNK (Immuno Plate : type Maxisorp) ou de la marque GREINER (en 



ofto0485 



21 

microlon 600, reference 705071). Les cuvettes des microplaques sont lavees avec 
du tampon PBS 150 mM, pH 7,2. Ensuite un aliquot de la solution preparee a 
Texemple 3.3.1. est incube pendant 24 heures a 4°C dans les cuvettes. Apres 
incubation, les cuvettes sont lavees trois fois avec du tampon PBS 150 mM, pH 7,2, 
Tween-20 0,1%. Le tube est alors sature pendant deux heures a 20°C avec du 
tampon de saturation PBS 150 mM, pH 7,2, BSA 5%. Apres trois lavages avec du 
tampon de lavage , les tubes sont seches et stockes a 4°C a l'abri de lTiumidite. 

Pour les cuvettes destinees a l'agent de reconnaissance BlaR-CTD- 
phosphatase alcaline, le tampon de lavage utilise est la diethanolamine 1 M, 
pH 9,8, MgCl 2 0,5 mM; pour les cuvettes destinees a l'agent de reconnaissance 
BlaR-CTD-peroxydase, le tampon de lavage utilise est le phosphate de potassium 
50 mM, pH 5. 

3.4. Determination de trois antibiotiques dans le lait. 

1,4 picomoles d 'agent de reconnaissance marque sont incubes en presence 
de 100 |il de lait dope pendant 5 minutes a 47°C. Le lait est transvase au moyen 
d'une pipette dans une cuvette prealablement traitee comme indique a Texemple 
2.3. Le lait est alors incube pendant 2 minutes a 47°C. Apres elimination du lait, 
suivie de deux lavages par du tampon de lavage (cfr. exemple 2.3.2.), 300 |il de 
tampon contenant le substrat revelateur est incube pendant 2 minutes dans la 
cuvette (substrat revelateur pour l'agent de reconnaissance BlaR-CTD -peroxydase: 
phosphate de potassium 50 mM, pH 5, ABTS 9,1 mM, H 2 0 2 0,002%; substrat 
revelateur pour l'agent de reconnaissance BlaR-CTD -phosphatase alcaline: 
diethanolamine 1 M, pH 9,8, MgCl 2 0,5 mM, 4-NPP 10 mM). La plaque est alors 
placee dans un spectrophotometre automatique pour plaque ELISA, la longueur 
d'onde etant fixee a 405 nm. 

Ce test permet de detecter les trois antibiotiques penicilline G, cloxacilline et 
ceftiofur aux seuils de controle exiges par les autorites americaines (penicilline G a 
5 ppb, cloxacilline a 10 ppb et ceftiofur a 50 ppb). 

Exemple 4. Determination des 6 antibiotiques penicilline G, ampicilline, 
amoxicilline, cloxacilline, cephapirine et ceftiofur dans le lait. 
Cet exemple illustre la detection dans le lait des 6 antibiotiques a noyau 
p-lactame controles par les autorites americaines, jusqu'aux normes exigees 
actuellement par ces autorites. Le test decrit dans cet exemple utilise le recepteur 
BlaR-CTD sous la forme d'une proteine de fusion avec la phosphatase alcaline ou la 
peroxydase, et utilise un support se presentant sous la forme d'un tube recouvert. 
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4. 1. Proteine de fusion BlaR-CTD -phosphatase alcaline. 
Voir exemple 3. 1. 



4.2. Support solide: tube recouvert par un antibiotique de reference. 

5 Dans cet exemple, on utilise des tubes en polystyrene a haute adsorption 

proteique de la marque NUNK (type Maxisorp) traites par une solution 
d'antibiotique de reference comme indique a Texemple 3.3.2. 

4.3. Determination des 6 antibiotiques dans le lait. 

10 7 picomoles d 'agent de reconnaissance sont incubes en presence de 500 ^il 

de lait pendant 5 minutes a 47°C dans un tube Eppendorf. Le lait est alors 
transvase au moyen d'une pipette dans un tube traite comme explique a 1'exemple 
3.2. Le lait est alors incube pendant 2 minutes a 47°C. Apres elimination du lait, 
le tube est lave deux fois par 1 ml de tampon diethanolamine 1 M, pH 9,8, MgCl2 

15 0,5 mM. On ajoute alors 500 nl de tampon contenant le substrat revelateur 

diethanolamine 1 M, pH 9,8, MgCl 2 0,5 mM, 4-NPP 10 mM et le substrat est incube 
pendant 2 minutes a 47°C. On mesure ensuite Tabsorbance du surnageant au 
moyen d'un spectrophotometre dont la longueur d'onde est fixee a 405 nm. 

Cette methode permet de determiner les 6 antibiotiques jusqu'aux normes 

20 exigees par les autorites americaines: penicilline G a moins de 5 ppb; ampicilline a 
moins de 10 ppb; amoxicilline a moins de 10 ppb; cloxacilline a moins de 10 ppb; 
cephapirine a moins de 20 ppb; ceftiofur a moins de 50 ppb. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede pour la detection d 'antibiotiques a noyau p-lactame dans un liquide 
biologique comprenant les etapes suivantes 

5 a) la mise en contact d'un volume determine dudit liquide biologique avec 

une quantite d 'agent de reconnaissance et l'incubation du melange ainsi 
obtenu dans des conditions permettant la complexation des 
antibiotiques eventuellement presents dans ledit liquide biologique avec 
1 'agent de reconnaissance, 
10 b) la mise en contact du melange obtenu a l'etape a) avec au moins un 

antibiotique de reference immobilise sur un support, dans des 
conditions permettant la complexation de l'antibiotique de reference 
avec la quantite d'agent de reconnaissance qui n'a pas reagi a l'etape a), 
et 

15 c) la determination de la quantite d'agent de reconnaissance fixee sur le 

support, 

caracterise en ce que Tagent de reconnaissance comprend un recepteur 
sensible aux antibiotiques a noyau p-lactame obtenu a partir de Bacillus 
licheniformis . 

20 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le recepteur sensible 
aux antibiotiques a noyau p-lactame est le recepteur BlaR ou le recepteur 
BlaR-CTD. 

25 3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le recepteur 
sensible aux antibiotiques a noyau p-lactame est couple a un agent de 
marquage choisi parmi les particules colloidales metalliques, les particules 
colloidales de selenium, carbone, soufre ou tellure, les particules colloidales 
de latex synthetiques colores. 

30 

4. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le recepteur 
sensible aux antibiotiques a noyau p-lactame est couple a un agent de 
marquage choisi parmi les substances fluorescentes. 

35 5. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le recepteur 
sensible aux antibiotiques a noyau p-lactame est couple a un agent de 
marquage choisi parmi les enzymes, tels que phosphatase alcaline, 
peroxydases, p-lactamases. 
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Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que le recepteur sensible 
aux antibiotiques est couple a Fagent de marquage enzymatique par voie 
chimique ou genetique. 

Procede selon Tune quelconque des revendication s 3 a 6, caracterise en ce que 
le couplage du recepteur sensible aux antibiotiques a noyau P-lactame a 
l'agent de marquage a lieu avant l'etape a). 

Procede selon Tune quelconque des revendication s 3 a 6, caracterise en ce que 
le couplage du recepteur sensible aux antibiotiques a noyau p-lactame a 
l'agent de marquage a lieu pendant ou apres l'etape a). 

Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce que 
les etapes a) ou b) ont lieu simultanement. 

Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, caracterise en ce que 
le support utilise a l'etape b) est choisi parmi les tubes, plaques ou tiges 
recouverts d'un antibiotique de reference. 

Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, caracterise en ce que 
le support utilise a l'etape b) est un dispositif d'essai comprenant un support 
solide (1) qui possede une premiere et une seconde extremite, sur lequel sont 
fixees, successivement, en partant de la premiere extremite, 

une membrane (2) permettant la purification du liquide analyse, 

une membrane (3) sur laquelle une ou plusieurs substances de capture 

sont immobilisees, et 

une membrane (4) absorbante. 

Precede selon Tune quelconque des revendications de 1 a 9, caracterise en ce 
que le support utilise a l'etape b) est constitue d'un ensemble de billes 
magnetiques ou non. 

Trousse d'essai pour la detection d'antibiotiques dans un liquide biologique 
par le procede selon 1'une quelconque des revendications 1 a 12, comprenant 
au moins un agent de reconnaissance sensible aux antibiotiques a noyau 
P-lactame obtenu a partir de Bacillus licheniformis , et au moins un 
antibiotique de reference immobilise sur un support. 



